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tivitat etnes Transportproteins zur PEP-unabhangigen 
Aufnahme eines von der Kinase zu phosphorylierenden 
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einer Transketolase erhoht. Die Erfindung betrifft auch 
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transformiortcn Zollon, wolchc oino bosondcrs crfolgroi 
■ che Realisation dieser Verfahren ermoglichen. 
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Bcschrcibung 



Die Erfindung bciriffi cin Vcrfahrcn zur mikrobicUcn Hersicllung von Substanzcn, insbesondere von aromatischen 
Aminosaurcn, nach Anspruch 1-20, 36 und 37, Genslrukturcn nach Anspruch 21-29, sowie trans formicrie Zcllcn nach 
5 Anspnich 30-35. 

Mikrobicll hcrgesicUlc Subslanzcn, wic Fcinchcmikalien. insbesondere aromatische Aminosaurcn sind von groBcm 
wirtschafllichen Interessc, wobei dcr Bedarf an z. B. Aminosaurcn weitcrhin zunimmt So wind beispiclsweise L-Phenyl- 
alanin zur Hersicllung von Mcdikamentcn und insbesondere auch bci derHcrsteliung des SuBstoffes Aspartam (a-L-As- 
partyl-L-phcnylalaninmclhylesicr) verwendct. L-'lryptophan wird als Medikamcnt und Zusatz zu RmermiUeln bendiigt; 
io fUr L-Tyrosin bcsiehl eben falls Bedarf als Mcdikamcni, sowie als Rohsloff in der pharmazeuuschen Industrie. Ncben dcr 
Isolierung aus natiirlichen Matcri alien ist die biotcchnologische Hersicllung eine schr wichlige Methodc, um Aminosau- 
rcn in dcr gcwunschtcnopusch akiiven Form unter wirtschaftlich vertrelbarcn Bedingungen zu crhalicn. Die bioiechno- 
logischc Hersicllung crfolgl entweder en/.ymaiisch oder mil Hilfe von Mikroorganisrncn. 

Die lclzlcrc, niikrobiellc Hersicllung hat den Vorteil, daB cinfache und prcisgunsuge RohstofTe cingeselzl warden kon- 
ts ncn. Da die Biosynthese dcr Aminosaurcn in dcr Zclle aber in viclfachcr Weise kontrolliert wird, sind bcreits vielfaltige 
Vcrsuchc zur Slcigcrung dcr Produklbildung unlcmommcn worden. So wurden z. B. Aminosaurc-Analoga eingcselzt, 
um die Regulation dcr Biosynthese auszuschallcn. Beispiclsweise wurden durch Selektion auf Rcsistcnz gegen Phenyl- 
alanin-Analoga Muianicn von Escherichia coli crhalicn, die cine crhShic Produklion von I^Phcnylalanin crmoglichicn 
(GB-2,053,906). Einc ahnlichc Strategic fiihric auch zu iibcrproduzicrcndcn Starnmcn von Coryncbactcrium 
20 (JP- 19037/1 976 und JP-395 17/1 978) und Bacillus (EP-0. 138,526). 

Dcswcilcrcn sind durch rckombinanic DNS-Techniken konstruicrtc Mikroorganismen bckannt, bci denen cbcnfalls 
die Regulation dcr Biosynlhcsc aufgehoben isl, indent die Gene, die fur nicht mchr fcedback-inhibierlcn Schlussclcn- 
zymc kodicrcn. klonicrt und cxprimicrl werden. Als cin Vbrbild bcschrcibl EP-0,077,196 ein Vcrfahrcn zur Produktion 
von aromatischen Aminosaurcn, bci dem cine nichl mchr fccdback-inhibicrtc 3-Dcsoxy-D-arabino-hcptu)osonal-7-phos- 
2S phatsynihasc (DATTP-Synthasc) in E. coli ubercxprimicrt wird. In EP-0.145,156 ist cin E. coli-Stamm beschricben, in 
dem zur Produklion von T^Phcnylalanin zu.saiy.lich Chorisiiialiuulasc/PrcphenatdchydraLasc ubercxprimicrl isl. 

Den gcnannlcn Slraicgicn isl gemcinsam, daB sich dcr Eingriff zur Vcrbcsscrung dcr Produklion auf den fur die aro- 
matischen Aminosaurcn spezifischen Biosynlhcscweg hcschrankL Fiir cine wcilcrc Erhohung dcr Produklion muB je- 
doch cine vcrbcsscnc Bcrcitstcllung dcr zur Produklion aromatischcr Aminosaurcn bcnoliglcn Primarmclabolilc Phos- 
30 phocnolpyruvai (PHP) und Erythrosc-4-Phosphal (Itry4P) angestrebt werden. 

PEP isl cin aklivicrlcr Vorlaufcr des Glycolyseproduktcs Pyruvat (Brcnztraubcnsaure); Ery4P isl cin Intermedial des 
Pcnloscphosphatwcgcs. 

In dcr Liicratur sind mchrcrc Slraicgicn fur die Slcigcrung dcr Vcrfiigbarkcii von PEP beschricben, wic beispiclsweise 
durch Vcniiindcrung dcr AkLi vital dcr PEP-Carbuxylasc (Miller J.E. ct al., J. Irid. Microbiol. 2 (1987) 143-9; 

35 EP-0, 140.606) odcr durch Stcigcrung dcr Akli vital dcr PEP-Synlhasc (Chao Y.P. ct al., J. Biol. Chcm. 269 (1994) 
5 122 26; Pamiak R. ct al., Biotechnol. Biocng. 46 (1995) 361 -70). Weilerhin wurdc gefunden, daB in Thiamin- und Li- 
ponsaurc-auxoirophcn Mutantcn von Enlcrobacicr acrogencs die Aktivital des Pyruvatdchydrogcnasckomplcxcs vcr- 
minden ist. wodurch dcr AbfluB von PEP iibcr Pyruvai zu Acciyl-CoA und in dem Zitroncnsaurczyklus vcrringcrt und in 
dcr Folge Tryptophan gcbildci wurdc (Oiia S. ct al., J. Perm. Biocng. 69 (1990) 256-8). Dcswcilcrcn verbrauchen Mi- 

40 kroorganismcn, die Glucose iibcr cin PEP : 'Aickcr-Phosphoiransfcrascsyslcm (PTS) aufnehmen (pls + -Slammc), aqui- 
molarc Mcngcn PliP fur dicscn Transporlvorgang mil dcr Folgc, daB dieses PEP nicht mchr fur die Synlhcsc aromali- 
schcr Vcrbindungcn zur Vcrfugung slchl (Poslma P.W. ct al., Microbiol. Rev. 57 (1993) 543-594). 

Kurzlich wurdc gczcigl (Florcs N. cl al., Nature Biotechnol. 14 ( 1 996) 620 3), daB cine sponlanc Glucosc-posilivc Rc- 
vcrtanlecincr PrS-ncgativcn (pis") Mulanic von Escherichia coli Glucose iibcr das GalP-Sy stem in die Zcllcn cinschlcu- 

45 stc und zum Wachslum auf Glucose hefahigt war. Durch zusatzliche Expression des Transkctolasc-Gcns iktA wurdc in 
dicscr Arbeit cine vcrnichric Bildung des Intcnncdiaten DATIP bcobachict. Frost und Dralhs zichen die Moglichkcil in 
Erwagung. die Bcrcilstcllung von PEP zu verbessern, indem das PTS vollig inaklivicn und anschlicBcnd die Gene glf 
und glk aus Zymomonas mobilis ubcrcxpriniicn werden (l ; rosl und Dralhs, Ann. Rev Microbiol. 49 (1995) 557-79). 
Aus dicscm Artikcl isl cine Aussagc iibcr die EfTi/.icnz cines deranigen EingrifTcs jedoch nicht moglich, cbensowenig 

50 wic cs nicht moglich isl, clwaigc Pol gen cincs deranigen EingrifTcs auf die Produklion von aromatischen Inlcmicdialcn 
in pls*-Slammcn abzuschiilzen. 

Its isl dahcr Aufgahc dcr Erfindung. cin alternatives Vcrfahrcn zur Produklion von Subslanzcn, insbesondere aromali- 
schen Aminosaurcn, zur Vcrfugung zu sicllcn, welches sich durch cine crhohlc Bcrcitstcllung von PEP fiir die Synlhcsc 
dicscr Subslanzcn auszcichncl. 

55 Oberraschcndcrwcisc wird die Aufgabc crfindungsgemaB dadurch gelosi, daB cin Vfcrfahrcn zur mikrobicUcn Hersicl- 
lung von Substanzcn zur Vcrfugung gcstclll wird, bci dem die Aktivital cincr Zucker-phosphorylicrcndcn Kinase in ci- 
ncm dicse Substanzcn produzicrenden Mikroorganismus crh8hi wird. 

Dieses Ergebnis isl besonders iibcrraschend, als daB cs keincswegs sclbslvcrsiiindlich isl, daB die allcinigc Obcrcx- 
prcssion ciner Zuckcr-phosphorylicrendcn Kinase cine wescnllichc Rollc bci dcr Bcrcitstcllung von PEP und damil auf 
60 die Produklion von Subslanzcn hat. 

Beim Wachsiutu auf TIcxoscn, wic (jlucosc oder Fructose, unicr naiurlichcn Bedingungen, wird dcr ubcrwicgendc Tcil 
dicscr Substrate von den bakiericllcn Zcllcn (z. B. von lischcrichiacoli) iibcr PEP : ITcxosc-Phospholransferasc-sysicmc 
aufgcnoiiuucn und unlcr Vcrbrauch von PEP phosphoryliert. Die Wirkung Zuckcr-phosphorylicrcndcr Kinascn bc- 
schranki sich also auf die Aklivicrung von jenen Zuckcm, die nicht -phosphoryliert in dcr Zellc vorlicgen, da sic miucls 
f» cincs PliP-unabhangigcn Transponsysicms aufgenommen wurden. Dcranige Zuckcr konncn z. B. aus Ilydrolyscrcakiio- 
ncn inlrazellular vorlicgendcr Di- und Oligosaccharide wic Trehalose. Laciosc, Maltose odcr Mallodcxlrin rcsulticrcn. 

Beispiclsweise hal die Glucokinasc in Escherichia coli bcim Wachslum auf Glucose cine unicrgcordnctc Funktjon 
(Curtis undlipsicin, .1. Bactcriot. 122. (1975). 1189 1 199). Ein dircklcr EinfluB auf die SiofTflussc. sowohl durch die <ily- 
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kolysc zur BcrciLslellung von PEP, als auch durch den Pentose phosphalweg zur Bcreilslcllung von Ery4P, beslchl nichL 

Folglich ist dcr ini Rahmcn dicser Erfindung bcschriebcnc Effckl dcr Ubcrexpression cincr Zuckcr phosphorylicrcn- 
den Kinase auf die Produkdon von Subslanzen, insbesondcre aromatischen Aminosauren vollkommen uncrwartct. 

Die Erfindcr nchmcn an, daB cine Oberexprcssion dcr Kinase zu einer Erhohung des intrazcllular vorliegendcn Anlcil 
an '/.iickcrphosphHienfiihru dessen Aklivicrung auf der Basis von ATP in Funkiion derri Energie-Donors. siattfindel. 5 
T ; olglich vennindert sich die zu dicscm Zwcck eingesctzte Mcngc an PER was der Synihesc von PEP-Folgeprodukten 
fordcrlich isi. Hishcr wurdc im Stand dcr Tcchnik, trolz langjahrigen und ausfuhrhchen Arbciten auf dem GebietderHcr- 
slcllung von Subsianzcn aus dem aromaiischcn Stoffwechscl, die alleinigc Erhohung der Aktivitat einer Kinase nic po- 
st u I icrt. Unter Subsianzcn im Sinnc dcr Erfindung sind beispiclsweise Feinchcmikalicn wic aromatische Aminosauren, 
Indigo. Indolessigsaure, Adipinsaurc, Melanin. Chinonc, Benzocsaurc, sowie dcrcn poicnticlie Dcrivate und Folgcpro- to 
dukic odcr allgemein Dcrivate von Intcrmcdialcn des Pentosephosphatwcgcs zu verstchen. Alle dicsc Substanzen wer- 
den im Rahmcn diescr lirfindung auch als Subsianzcn aus dem aromatischen Stoffwechsel angesehen. Es sei dabci be- 
mcrkl. daB fur die TTcrsicllung von Tndigo, Adipinsaurc und andcren nicht naturlichcn Folgeproduktcn neben den crfin- 
dungsgcniiiBen Eingriflen wcilcrc gcnciischc Vcrandcrungen an den die Subslanzen produzicrenden Mikroorganismcn 
not went lig sind. 15 

Das Verfuhren zur tiiikrobicllcn TTcrsicllung von Subslanzen ist dahcr besondcrs vorteilhaft wenn Subsianzcn herge- 
slclll werden an dcrcn Synihesc PEP bclciligt ist. 

ttcim liinsaiz cincr Zuckcr- phosphorylicrcndcn Kinase empfichll sich die Verwendung einer Hcxoscn-phosphory He- 
re nden Kinase, hevorzugt einer Kinase aus Zymomonas mobilis, insbesondcre der Glucokinase (Glk) aus Zymomonas 
mobilis. Bei tier Verwendung von Ictzicrcr siainml das das Protein kodierende Gen glk z. B. aus Z. mobilis ATCC 10988, 20 
A'lTV 20191 oiler A'l'CX' 31821. Andcre (icne fur Hcxoscn-phosphorylicrcndcKinascn aus Baklericn, dcrcn Gcnpro- 
duklc <iic Ilcxosen unter Vcrbrauch von ATP phosphoryliercn, wie beispiclsweise cine Fruciokinase odcr Galaciokinase, 
sind liir das erlindungsgemaBe Vcrfahrcn cbenso gecignct. Wcitcrhin sind auch Gene fur z. B. Kinascn aus cukaryonli- 
schen Mikn^organismen gecignct. wic Saccharoinyces ccrcvisiacodcr allgemein Gene fur Zuckcr-phosphorylicrcnde Ki- 
nascn aus andcren Organistnen. vorausgesctzi. daB sic in den Mikroorganismcn, insbesondcre Aminosauren produzie- 25 
rendeu Mikruorganismen ( Aiiiinosaurcproduzcmen), funklionell exprimiert werden konnen und ohne PEP /.ur Phospho- 
rylicrung der Zuckcr auskommen. Insbcsondcrs empfichlt sich, daB die Zuckcr-phosphorylicrcnde Kinascn in Amino- 
siiurcprodu/cnien expriiitiert wcr<ien konnen. Fur die TTcrsicllung aromatischcr Aminosauren nach deni crfindungsgc ma- 
Ben Vcrfahrcn cignci sich insbesondcre das aus Z, mobilis ATCC 29191 isolicrlc Glucokinasc-Gcn glk fur die Phospho- 
rylierung von Glucose. 3° 

Durch die Ubcrexpression dcr Zuckcr phosphoryliercndcn Kinase gcrnaB dcr vorliegendcn Erfindung wird ein alter- 
natives Vcrfahrcn /.ur Verfiigung gesicl It. durch das ubcrcincn vcnnchrlcn Gebrauch ahemalivcr Encrgic-Donorcn, wic 
von ATPals Energie- Donor, dcr Vcrbrauch von PEP fur die Aklivicrung von Zuckcm in dcr Zcllc hcrabgcsclzl wird. PEP 
slehi mm nil in crliiiliiciii MaBc fur die mikrobielle Synihesc von Subslanzen, an dcrcn Synihesc PEP bclciligt ist, zur \fcr- 
fugung. 35 

In einer hovor/ugien Ausluhrungsform der lirfindung wird zusaty.lich zur Erhohung dcr Aktiviial cincr Zucker-phos- 
phorylicrcmlcn Kinase tlic Akiiviiiii cines Transport proteins zur PEP-unabhangi gen Aufnahmc cincs von dcr Kinase zu 
phosphorylicrcndcn Zuekers crhohl. Dicsc Ausfiihrungsfonn schlicBl auch ein, daB die Akti vital cincs Transportprolcins 
zur PHP-unabhangigen Aufnahmc cincs solchen Zuckcrs in cincm Subslanzen produzicrenden Mikroorganismus crhohl 
wird, der zur Aufnahmc eincs beirefTendcn Zuckcrs mitlcls cincs PEP-abhiingigen Iran sportsy stems befahigt ist. Die zu- 40 
saizliche Integration cines PEP- unabhangigen Transportsysicms crlaubt cine crhohlc Bcrciistellung nichi-phosphorylicr- 
icr Zuckcr in dem die Subslanzen produzicrenden Mikroorganismus. Dicsc Zuckcr konnen von den jcwcHigen zugcho- 
rigen Kinascn unlcr A'lP- Vcrbrauch in aktivicrtc Zuckcrphosphalc unigcsclzt unddann weitcr inctabolisicrt werden. PEP 
als Energic-l>onor wird fur diese Umsetzungen nichi bcnoligt und slcht daniil. ausgchend von cincm konslanlcn SloflT- 
IluB in der Gly kolysc und dem Pentosephosphalwcg. vennchrt liir die Kondensalion mil Ery4P zum primarcn Metaboli- 45 
I en des allgemcinen Biosynihesewcges fur aromatische Vcrbindungcn Dcsoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphal 
(DAIIP) zur Verliigung unci in der Folge fur (lie Produklion von Subsianzcn, wie z. B. aromaiischcn Vcrbindungcn. 

I m Fa lie des Transport proteins wird Akiiviiiii dabci als proieinvcrmiitcllc Aufnahmcralc vcrslandcn. Zur Erhohung 
der Akiiviiiii ties PEP-unahhiingigen ' Iran sport proic ins in PrS-negaiiven Sianimcn ist cs, im Gegcnsaiz zu dcr fiir das 
glf-Gen aus Zymomonas mobilis bereils bcschricbcncn zweisiuligcn Prozedur. besondcrs vortcilhafi. daB das Ausschal- so 
i en des PI'S und das Einbringen des Ciens fur das Transport proicin in cincm Schrilt geschehen kann. Fine derartige Slra- 
legie kann erlindungsgeiniiB durch die Insert iondes Gene in beispiclsweise cin Gen des pisTTT-crr-Opcrons. z. B. in das 
ptsI-Gen odcr cincn anderen pis-locus realisicrt werden und erleichtcrt die Zuganglichkcil dcr gewunschten Mutantcn. 
Durch dicsc Vorgehcnsweise wird der vcktoriellc Zuckcriransport durch die Zcllmcmbran und dcr daran gckoppclic 
PliP-abhangigc HiosphorylicrungsprozeB dcr Zuckcr komplcil unlcrbunden. Andcre Funklioncn des PI'S konnen dabci 55 
aulrcchtcrhallen werden. 

Die Insertion des Gens des Transportproieins hintcr einen Promoior des PTS ist weiicrhin vorteilhaft, da die Etnfilh- 
rung cincr gesonderten Gcnslruklur cnllalli und cine Deslabilisicrung dcr rckombinicrten Zcllc durch die Expression des 
Proteins, aufgrund des naturlichcn Exprcssionsniveaus, nicht auOrill. 

Hcziigiich des Transportprolcins zur PEP-unabhangi gen Aufnahmc cines Zuckcrs cnipfiehll sich der Einsalz eincs Fa- fio 
cililaiors. das heiBi cines Transportprolcins. das nach dem Prinzip dcr proicin vcrmillcl ten erlcichlcrten Diffusion wirkl. 
Insbesondcre bietci sich der Tiinsaiz des Glucoscfacililalor-Protcins ((HO aus Zymomonas mobilis an. Bci dcr Verwen- 
dung von Icizlercni siamml das das Proicin kodierende Gen glf z. B. aus Z. mobilis A'lX.X! 10988, AIX'C 29191 odcr 
A'iXX' 31821. Andcre Zuckcrt ran sport gene aus Baklericn, dcrcn Genproduklc z. B. Glucose, Fructose odcr Saccharose 
iransporiiercn und dabci kein PEP verwenden. sind fiir das crfindungsgemaBc Vcrfahrcn abcr cbenso gecignci, wic z. B. &> 
das GalP-Sysiem aus lischcrichia coli. AuBcrdcm sind Gene fiir Zuckcrt ransporisyslemc wic TIXT1 bis TDCT7 aus cuka- 
ryonlischcn Mikr<»rganismcn. wic Saccharoinyces ccrcvisiac, Pichia slipilis odcr Kluyvcromyccs laclis,odcr allgemein 
wic Zuckcriransportgcnc aus andcren Organismcncinsctzbar, vorausgesctzi. daB sic in den Mikroorganismcn funklionell 
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exprimicrt werden konncn und die Gcnproduklc dabci ohnc PEP zur Phosphorylicrung und/odcr /.urn Transport derZuk- 
kcr auskommcn. Insbesondcrc cmpfichli es sich, daB die Zuckertran sponge nc in Aminosaureproduzcntcn exprimicrt 
werden konncn. 

Fur die Hersicllung aromatischcr Aminosaurcn nach dem crfindungsgcmaBen Msrfahren cignei sich dahcr insbeson- 
5 dcre das aus Z. mobilis ATCC 31 821 isolierte Facililalor-Gcn glf ftir die Aufnahme von Zuckern wie Glucose, Fniclose 
Oder Mannose. (Parker C el al., Mol. Microbiol. 15 (1995) 795-802; Weisser P. et al., J. Bacleriol. 177 (1995) 3351-4). 
Die Einfuhrung insbesondcrc des glf-Gens sollle vorzugsweisc in eincr nicdrigen Genkopienzahl erfolgcn, um schadh- 
chc Auswirkungcn auf die Zcllc durch UbermaBigc Expression von Mcmbranproteinen zu verhindem. So wird beispicls- 
wcisc fiir das glf-Gcn eine Genkopienzahl von 2 bis 5 bcvorzugL Besonders vorteilhafl ist, wie schon oben erwahnt, die 

io EinfUhrung des glf-Gens in eincs dcr Gene des pisrH-crr-Opcrons. 

In cincr besonders bcvorzugicn Ausfiihrungsform wird zusatzlich zur Aktivitat eincr Zucker-phosphorylierenden Ki- 
nase cxier zur AkiivilaL cincr Zucker-phosphorylierenden Kinase und cines PEP-unabhangigen Transporlproteins die Ak- 
iivilal cincr Transaldolase und/odcr die AkiivilaL eincr Transketolase erhohL 

Die zusalzlichc Akuviiatssieigerung eincs dicscr lctzlcrcn Proteine (das hciBl TVansaldolasc und Transketolase) oder 

15 bcider Proteine crlaubt cine noch hohcrc Produkiion von Subsianzen, insbesondcrearomatischen Aminosaurcn, dadurch 
daB Hry4P fiir die Kondcnsalion mil PEP zum primarcn Mclaboliien des allgemeinen Biosynthesewcges fiir aromaiische 
Vcrbindungcn Dcsoxy-D-arabino-hcptulosonal-7-phosphal (DAHP) in erhohtem MaBc bereilgcstcllt wird. 

ITinsichilich dcr Erhohung dcr Akiivilal cincr TVansaldolasc wird vorzugsweisc die Aktivitat einer Transaldolase aus 
Escherichia coli und insbesondcrc die Akiivilal dcr Transaldolase B (TalB) aus Escherichia coli erhohL Bet dcr Verwen- 

20 dung des korrcspondicrcndcn lalB-Gcns slanimt dieses vorzugsweisc aus Escherichia coli K-12 oder eincm dayon abge- 
leilcten Slamm. Dancbcn isi jedoch auch jedes Gen gccignel dessen Gcnprodukt cine Reaklion kaialysiert, die dcr dcr 
Transaldolase, das hciBl dcr Umsctzung von Scdohcptulosc-7-Phosphat plus Glycerinaldchyd-3-Phosphal zu Ery4P und 
Fruclosc-6-Phosphal. cntsprichl. 

Ilinsichtlich dcr Erhohung dcr Akiivilal cincr Transkclolasc wird vorzugsweise die Aktivitat cincr Transketolase aus 

25 Escherichia coli und insbesondcrc die Akiivilal dcr Transkclolasc A (TktA) aus Escherichia coli erhohL Bci dcr Vcrwcn- 
dung iles korrcspondierenden iklA-Gens slamm) dieses vorzugsweisc aus Escherichia coli K-12 oder eincni dayon abge- 
leiicicn Slamm. Dancbcn isi jedoch auch jedes Gen gecigncu dessen Gcnprodukt cine Reaklion katalysierU die dcr dcr 
Transketolase, das hciBl derUmsclzung von Ribose-5-Phosphat plus Xylulosc-5-Phosphal zu Scdohcplulosc-7-Phosphat 
plus (il ycerinaldehyd-3-Phosphal bzw dcr Umsclzung von Xylulosc-5-phosphat plus Ery4P zu Fruclosc-6-phosphal plus 

;jo Glvcerinaldehvd-3-phosphal, cntsprichl. 

In Mikroorganismcn, in denen dcr StoffduB nach Ery4P crhohl ist, kann die Vcrfugbarkcil von PEP zur IVoduktion des 
ersien Intermedialcn des arornaiischcn AminosaurcstolTwcchsels liiniticri scin. In solchcn Fallen kann es vorteilhafl scin, 
andcrc PEP-vcrbrauchcnde Rcaklionen im Mclabolisinus, wie z. B. die Reaklion des PEPiZucker-Phospholransfcrascsy- 
slems (PI'S), welches eine PEP-abliangigc Zuekcrdufnalmte kaLalysierU sofern anwcseiid, zu vennindern oder auszu- 

35 schallen. , . 

EriindungsgemiiB konncn sowohl Organismen cingesclzl werden, die das nalurliche Aklivitiilsniveau des PTS aufwci- 
sen; es konncn auch, zur writ ere n Verbcsscrung des Verfahrens, PTS-Mulantcn cingcsclzi werden. in denen das PTS in 
seiner Akiivilal vcnnindcri isi. Vennindern iiu Sinnc dicscr Eriindung bcdeutcl cine Emiedrigung dcr AkliviUil bis zu ci- 
ncr Rcstakliviiai von l%dcrnaiurlichcn AkiivilaL liinederariige Ntomiindcrung kann cntwedcrauf cnzymaLischcr Ebcnc 

40 oder durch genciische Mcihodcn erfolgcn, z. B. durch Vcrwcndung ailcrnalivcr, siark rcpriinicrbarcr Prontolorcn zur Ex- 
pression dcr pls-Gcne oder durch Insertion eincs glf- und/cxicr eincs glk-gcns in das Chromosoin und insbesondcrc in den 
Genorl des pLsI-Gcns, was zuglcich cine Slabilisicrung dcr rekonibinanien DNS im Chrotnosom (Scg rogation sslabililal) 
und damil den Verzichl auf die Vcrwcndung eincs Vektors mil sich bringt. Dcswcitcren kann in Verbindung mil eincm rc- 
gulierbaren Proinoior auch durch die Zugabc von Induktorcn oder Inhibilorcn des cntsprcchcndcn Promolors wahrend 

45 dcr Kuliivierung EinfluB auf die Akiivilal des PTS genonmien werden. 

Als MaBnahnicn zur Sieigcrung dcr Akiivilal im Sinnc dcr Eriindung sind allc MaBnahmcn zu vcrslehcn, dicdazu gc- 
cignel sind, die Akiivilal dcr Kinase, des Tran sport proieins. dcr Transaldolase und dcr Transkclolasc zu slcigem. Insbe- 
sondcrc sind hier/.u gecignci: 

so liinl'uhrung von Gcnen z. B. millcls Vckloren oder icmperenicr Phagcn; 

lirhohung dcr Genkopienzahl z. B. millcls Plasmiden mil dem Zicl die crfindungsgcmiiBcn Gene in crhohtcr Ko- 
pienzahl. von leichl (z. B. 2 bis Sfach) his zu siark erhohler Kopienzahl (z. B. 15 bis 50fach), in den Mikroorganis- 
mus einzubringen; 

lirhohung dcr Gcncxprcssion z. B. durch Sieigcrung dcr Transkripiionsratc z. B. durch Vcrwcndung yon Promo- 
55 lorclcmcnicn wie z. B. Piac, Pict oder andercn regulatorischcn Nuclcolidsequcnzcn und/odcr durch Sieigcrung dcr 

Translalionsralc z. B. durch Vcrwcndung cincr Konsensusribosonienbindungsstcllc; 

lirhohung dcr endogenen Akiivilal von vorhandenen Enzymen z. B. durch Mutaiioncn, die nach klassischen Mc- 
ihodcn ungerichtci crzcugt werden, wie bcispielswcise durch UV-Bcstrahlung oder iiiutaiionsausloscnden Chcmi- 
kalicn. oder durch Mutaiioncn, die geziell millcls geniechnologischcr Mcihodcn wic Dclction(cn), Inserlion(cn) 
A) und/cxter Nuclcotidausiauschic) crzcugl werden; 

lirhohung dcr Akiivilal von Enzymen durch Veriinderung dcr Slruklur von Enzymen z. B. durch Mulagcnesc tint 
physikalischen, chcmischcn, molekularbiologischen cxler sonsiigcn iiiikrobiologischcn Mcihodcn; 

Vcrwcndung von dcregulicrtcn Enzymen, z. B. nichi mchr feedback inhibicrlen Enzymen; 

liinl'uhrung cnlsprcchcnder die dcregulicrtcn linzymc kodicrenden Gene. 

6> 

Auch Kombinaiioncn dergenannten und wciicren, analogcn Mcihodcn konncn zur lirhohung dcr Akiivilal cingcscLzl 
werden. Im Falle von Transponproieinen kann die endogene Akiivilal crhohl werden z. B. durch Klonicrung des Gens 
mil bcispielswcise o.g. Mcihodcn oder iibcr Seleklion von Mutanlcn mil crhohlcm Transport von Subsiraien. 
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Bcvor/.ugt crfolgl die Slcigcrung der Aklivilat dadurch, daB einc Integration des Gens odcr dcr Gene in einc Gcnstruk- 
lur odcr in mchrcrc Gcnsirukturcn erfolgt, wobci das Gen odcr die Gene als einzcinc Kopie odcr in erhohter Kopienzahl 
in die Gcnslruklur eingcbrachl wird. 

Als Gensiruktur im Sinnc dcr Erfindung isl ein Gen und jode Nucleoli dsequenz zu verstehen, die die crfindungsgema- 
Ben Gene tragi. Enlsprcchendc Nucleoli dsequenzen konnen bei spiels wcise Plasmide, Yfekioren, Chromosomen, Phagen 5 
odcr andcre, nicht zirkular geschlossene. Nucleoli dsequenzen scin. 

Fur ein Chromosom irn Sinnc der Erfindung gilt, daB in dieses mindestens ein erfindungsgemaBcs Gen inseriert wurde, 
und daB die enistandcnc Nuclei nsaurcscquenz mindestens ein Gen oder eineGenkopie mehrcnthalt, als natiirticherweise 
in dicscrn Chromosom cnlhalicn isL So fiihrt beispielsweise die homologe Rekombinalion innerhalb eincs Genories zu 
cineni Chromosom, welches sich von der natilrlichen Form nicht notwendigerweise unierscheiden muB. Die durch ho- 10 
mologc Rekombinalion hcrgcstclltcn Chromosomen sind daher nicht als erfindungsgemaB zu betrachten, sofem die na- 
turlichc Anzahl dcr homologcn Gene nicht iiberschritten wird. 

Als Cicnstruklur im Sinnc dcr Erfindung ist auch cine Komhinalion oben genannler Gentrager, wie beispielsweise Vek- 
torcn, Chromosomen und icmpcrcntcr Phagen zu verstehen, auf die die erfindungsgemaBcn Gene verteill sind. Beispiels- 
weise konnen zwei Gene glk auf cincm Vektor in die Zellc eingebracht werden oder zwei Gene glk in ein Chromosom in- 15 
scricn werden. Zusatzlich kann z. B. noch ein weileres Gen durch eincn Phagen in die Zelle eingebracht werden. Das- 
sclbc gill fur die andcre n erfindungsgemaBcn Gene. Andere Koinbinationen von Genverteilungen sollen durch dicse Bei- 
spiclc nicht von dcr Erfindung ausgcschlosscn werden. Entscheidend ist jedenfalts, daB die Anzahl der im Mikroorganis- 
iiius cnihaltcncn Gene die naturlichc Anzahl dcr cntsprcchenden Gene iibcrstcigL 

Vorzugs wcise wird man z. B. fur glf die Zahl dcr Gene pro gleichwirkcndcni Gen urn cinen Faklor 2 bis 5 erhohen, um 20 
diecrfindungsgcmaBc Slcigcrung der Aklivilat zu crrcichen. Bei diescn Konzcniraiioncn werden sich kcinc zcllloxischen 
Wirkungcn cinslcllcn. Jedoch isl cs auch denkbar die erfindungsgemaBcn Gene in hoherer Kopienzahl bis 50 Gcnkopicn 
ciner glcichwirkcndcn Form in den Mi kroorgani sinus cinzubringen. 

Im erfindungsgemaBcn Vcrfahrcn zur Produktion von Substanzen werden bevorzugt Mikroorganismen cingesetzt, in 
denen cin odcr mchrcrc Enzyme, die zusatzlich an dcr Synihcsc dcr Substanzen bcteiligl sind, dercgulicrt und/odcr in ih- 25 
rer Aklivilat erholu sind. 

Dies sind insbesonderc die linzymc des aromalischen Aminosaurcsloffwcchscls und vor allcm DAHP-Synthasc, Shi- 
kimalkinasc und Chorismainiuiasc/I^rcphcnaldchydralasc, sowic aber auch allc andercn Enzyme, die und dcr Synthase 
aromalischcrSton'wcchsciinicrniediatc und dcrcn Folgcproduktc bcteiligl sind. 

Fur die ITcrstcllung von Substanzen wie beispielsweise Adipinsaurc, Gallcnsaure und Chinonvcrbindungcn, sowic dc- 30 
rcn Dcrivale ist ncben den crfindungsmaBigcn Enzymcn besonders die Deregulation und tlbcrcxprcssion dcr DATIP- 
Synlasc von Bedculung. Zur ubcrhohicn Synihcsc von beispielsweise ^Tryptophan, L-Tyrosin, Indigo, Dcrivatcn von 
Hydroxy- und Aminobcnzoesaure und Naphto- und Anthroquinonen, sowic dcrcn Folgcproduktc n solltc zusatzlich die 
Shikiinalkiiiasederegulieri uiul in ilircr Akliviial crhulil werden. Fur einc eflizienle Produktion von Phenylalanin, Phe- 
nyl brcnziraubcnsaurc und deren Dcrivatcn isl zusatzlich cine dcrcgulicrlc und ubcrcxprimicrlc Chorismalmuiasc/Prc- 35 
phenaldehydralasc von besondcrer ttedeuiung. Jedoch sollen damil auch allc andercn Enzyme umfaBt scin, dcrcn Akti- 
vilaicn zur biocheniischen Synihcsc von Substanzen bcilragcn. das hciBt Vcrbindungcn dcrcn Produktion durch die Bc- 
reitstcllung von PEP begiinsligl wird, z. B. CMP-Kctodcsoxyociulosonsaurc, UDP-N-Acciylmuraminsaurc, N-Acctyl- 
Ncuraminsaurc odcr Chorisniinsaurc. Die vermchrtc Bcrcilsicllung von PEP kann sich dabci nicht nur positiv auf die 
Synihcsc von DAI TP auswirken, sondcrn kann auch die Einfuhrung cincr P>Tuvat-Gruppc bei dcr Synihcsc von 3-Enol- 40 
pymvylshikimat-5-phosphai als Vorliiufcr von Chorismal begunstigen. 

Ms sci bcnicrkl, daB fur die TIcrslellung von Indigo, Adipinsaurc und andercn nicht naliirtichen Folgcproduklcn ncben 
den erfindungsgemaBcn Kingriflen wcitcrc gcnclischc Vcriindcrungcn an den Subslanzcnprodu/acrcndcn Mikroorganis- 
men nolwcndig sind. 

Das crfindungsgcmaBe Vcrfahrcn eigncl sich zur Ilcrslcllung von aromalischen Aminosaurcn, insbesonderc von 45 
L-Phcnylalanin. Im Fallc von L-Phcnylalanin wird dabci vorzugsweisc die Gcncxprcssion und/odcr die Enzymaktivilat 
ciner deregulicnen DAITP-Synihase (/.. B. in E. coli AroF odcr AroTT) und/odcr ciner eben falls dercgulicrlcn Chorismal- 
mutase-/Prcphenaldchydraiasc (PheA) crhohl. 

Als Produkiionsorganismcn eignen sich Escherichia- Arte n, sowic abcr auch Mikroorganismen dcr Gattungcn Scrraiia, 
Bacillus, Corynebaelcrium oder Brevibacleriuni und wcitcrc aus klassischcn Ami nosaurc vcrfahrcn bckannlc Stammc. 50 
Besonders gceignet isl lisehcrichiu coli. 

Einc weilere Aufgahc der Erfindung isl die BcrciistcHung von gecignclcn Gcnsirukturcn und diesc Gcnslruklurcn ira- 
genden iransformiertcn /cllen. welchc cine besonders crfolgreichc Realisation des \fcrfahrens crmoglichcn. 

Im Rahnicn der Hrlindung werden jcizt erstens neuc Gcnsirukturcn zur Vcrfugung gcstcllu die in rckonibinantcrForm 
cin Gen kodierend fur cine Zucker-phosphorylicrcndc Kinase und cin Gen fiir cin Trdnsporlprotcin zur PEP-unabhangi- 55 
gen Aufnahnie eines Zuckcrs cnihallcn, mil der Ausnahine von dcr Komhinalion dcr Gene liirdic Kinase glk und llir das 
Transportproicin glf aus Zyniomonas mobilis. Die Ausnahmc dcr allcinigcn Komhinalion der Gene glk und glf aus Zy- 
momonas mobilis basien darauf, daB cine dcrartigc Gcnslrukturschon des oftcrcn in dcr Lilcraiur bcschricbcn wurde. 
Tlinlcrgrund dieser Arbeilen war die Unicrsuchung der Exprimicrbarhcil des glf- und des glk-Gcns aus Zymomonas mo- 
bilis in Escherichia coli und der Moglichkcil auf dicse Wcise Wachslum von FIN'-Mutanton auf PTS-Zuckcm zu crmog- to 
lichen (Snocp el al„ J. Bacieriol. 176 (1994) 2133 35). Aus den lirgebnisscn isl jedoch cine Auswirkung vor allcm von 
Glk auf die ITcrstcllung von erfindungsgemaBcn Substanzen nichi crsichtlich odcr zu crwartcn. Die neucn Gcnslruklurcn 
sind daher unerwartcterweise wirksam fiir die TTcrslcllung von Subslanzcn, und sind insbesonders auch wirksam in 
Pl"S*-Slamnicn. 

Im Rahmen der Erfindung werden /.weiicns ncue Gcnsirukturcn zur VcrfUgung gcsicllu die in rckombinantcr Form a) fc> 
ein Gen kodierend fur cine Zucker-phosphorylicrcndc Kinase odcr Gene kodierend fur cine Zucker-phosphorylicrcndc 
Kinase und fur ein Transportproicin zur PEP-unabhangigcn Aufnahnie eincs bclrcrTcndcn Zuckcrs, und b) mindestens 
cin Gen kodierend fur cine Transaldolasc odcr fiir cine Transkctolasc cnthalLcn. In diescn crstcn und zwcilcn Gcnslruk- 
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lurcn wird bcvorzugt, daB das Gen fur die Kinase cine Hcxosen-phosphorylicrcndc Kinase kodicrt und das (Jen fur das 
Transportprotein cincn Paciliiator kodicrt. 

Insbcsondcrs slammcn die Gene fur die Kinase und fur das Transportprolcin aus Zymomonas niobilis. Die in den 
y.wcitcn Gcnstrukiurcn gcnannlcn Gene fur die Transaldolase und fiir die Transketolase slammcn insbcsondcrs aus 
S Escherichia coli. Bcsondcrs voricilhafi sind Gcnstrukiurcn, bci denen das Gen fur die Kinase glk und das Gen fur das 
Transport protein glf aus Zymomonas mobilis isU und bei denen gegcbcncnfalls das Gen fur Transaldolase talB und das 
Gen fur Trans keiolasclklA aus Escherichia coli ist 

Die r so lie rung der cnlsprcchcndcn (Jcnc und die Transformation der Zellen erfolgt nach gangigen Mcthodcn: Im Falle 
z. B. der Klonierung des Glucokinascgcns glk odcr des Transpongens glf aus Zymomonas in obi Us eignel sich beispiels- 
iu weisc die Meihodc der Polyiuerasc-Kcucnrcakiion (PCJR) zur gerichteien Amplifikalion des Gens mil chromosomaler 
DNS aus Zymomonas mobilis SLanirncn ATCC 29 191 odcr ATCC 31 821 und wciterhin die heterologe Komplcmcol- 
ation von 1 Escherichia coti-Mutanlcn, die in Funktioncn des PTS defekt sind und die deshalb z. B. keinc Glucose trans- 
port ieren konncn (Snocp J.T.. el al, J. Baclcriol. 174 (1 994) 1707-8; Parker C. et al., Mol. Microbiol. 15 (1995) 795-82; 
Weisser P. ct al.. J. Baclcriol. 177 (1995) 3351-4). Nach Isolierung der Gene und deren in vitro-Rekombination mil be- 
i s kannicn Vckloren mil nicdrigcr Kopicnzahl, wic z. B. pACYC 184, pACYC177, pSClOl odcr pZY507 (Weisser P. et al., 
J. Baclcriol. 1 77 ( 1 995) 335 1 4) erfolgt die Transformation der Wirtszelle durch chemise he Melhoden, Blcktroporation, 
Transduktion odcr Konjugalion. 

Itu Falle des Gens lalB und des Gens tkiA aus Escherichia coli K-12 sind die voUstiindigcn Nucleoiidsequenzen be- 
kanni (Yura T. ci al.. Nucl. Acid Hcs.. 20(1992) 3305-8; Sprcnger G.A., Biochim. Biophys. 1216 (1993) 307-10; Spren- 
20 ger G.A. el al.. J. Baclcriol. 1 77 ( 1 995) 5930 9) und in Dalcnbankcn wic beim EMBL in Heidelberg hinlcrlcgu Im Falle 
der Klonierung des talB-Gcns aus Hschcrichia coli eignct TKH zur gerichletcn Amplifikalion des (Jens mil chromosoma- 
ler DNS aus lischerichia coli K-12' Slammcn (Sprcnger G.A. et al., J. Baclcriol. 177 (1995)5930-9). Im Falle der Klo- 
nierung des tkiA-Gens aus Escherichia coli eignct sich beispiclsweise die homologe Komplc mentation eincr Transketo- 
lasc-dcli/.icnicn Muianic (SprengcrG.A. in: Bisswangcr TI. et al., Biochemistry and physiology of thiamine diphosphate 
25 enzymes. V( 1 1 ( 1 99 1 ) 322 6 ). 

Das isolicrlc Kiriusc-Gcn kann mil eincm odcr iiiehrercn der im Rahmen der Erfindung beschriubenen Gene in jegli- 
chcr Komhinalion in cine Gcnstruklur odcr in nichrcrc Gcnstrukiurcn intcgricrl werden. Ohnc die genauc Vfcrtcilung auf 
Gcnstrukiurcn zu hcrucksichtigcn, fuhrl dies zu Kombinalioncn wic z. B. glk, glk + talB, glk + tklA, glk + glf + talB, glk 
+ gll + tki A. glk + lalB + iklA odcr glk + glf + lalB + iklA. Bci der Vertcitung der Gene wird glf vorzugsweisc in nicd- 
:«) rigcr Kopicnzahl in die Gcnsiruktur odcr die Gcnstrukiurcn cingebracht, um moglichc negative Auswirkungcn cincr 
OberexprcsMon cincs Mctnbranproieins zu vennciden. Vbrteilhafl sind Gcnstrukiurcn, die mindestens cine, eincm der 
Gene zugcordnclc. rcgulalorischc Gcnscqucnz cnlhaltcn. So kann cine Vcrslarkung rcgulatorischer Hlemcntc vorzugs- 
weisc aul tier Transkripiionscbcnc crfolgcn. indem insbesonderc die Transkriptionssignalc vcrslarkl werden. Dies kann 
bci spiels weisc dadurdi crfolgcn, daB durch Vcraudcrung der den Struklurgcnen vorgcschallcten Proiitolorscquctizcn die 
:*5 Wirksamkcil des IVomoiors oder der Promolorcn crhoht wird oder indem die Promotoren komplctt durch wirksamcrc 
Promo! oren erselzi werden. Auch kann cine Vcrslarkung der Trans kriplion durch cnlsprechcnde Bccinflussung cincs den 
Gcncn zugcordnctcn Regulatorgens crfolgcn; dancben ist abcr auch cine Vcrslarkung der Translation moglich. indem 
beispiclsweise die Stabiliiiii der Bolcn-RNS (m-RNS) vcrbcsscriwird. 

Am gccignclslcn sind Gcnslrukturcn. in denen mindestens eincs der bcschricbcncn Gene socingebaut isU daB cs untcr 
40 Konlrollc cincs induzierbaren Promoiors sleht. 

liei der Anordnung der Gene auf cincr crfindungsgcmaBcn Gcnstruklur kann cin Promolor vor eincm Gen odcr als gc- 
mcinsaiiier Promolor vor nichreren Gcncn Hegen odcres konncn zwei gcgcnlaufigc Promolorcn verwcndci werden, zwi- 
schen denen die Gene so angeordncl and, daB sic gcgenlaufig abgclcscn werden. Dabci kann beispiclsweise das glf-Gcn 
vor eincm schwaeheron lYomoior (/„ B. Plel ) und wcilcrc Gene untcr der Konlrollc des lac-Promotors licgen. Den in ei- 
45 ner Gcnsiruktur enihaltcncn Genen, mil odcr ohnc vorgcschallclcm Promolor b/.w. mil odcr ohnc zugcordnclcm Rcgula- 
lorgcn konncn ein oder mehrerc DNS-Sequenzcn vor- und/oder nachgcschallcl scin. Durch die Verwcndung von indu- 
zierbaren l^omolorclcmcnlcn /, B, lacP^/Plac bcstchl die Moglichkcit der Zuschaltung neucr Funklioncn (Induklion der 
Hnzymsynlhese) z. B. durch /.ugabe von chcmischcn Induklorcn wic Isopropylthiogalaciosid (IPTG). 

Die Aufgabe der liriindung wird auch dadurch gclosl. daB iransfonniene Zellen bcrciigcsteHl werden, die in rcplizicr- 
so barer Form cine crfindungsgemaBe Gcnstruklur cnthalicn. 

Als iransfonniene Zelle im Sinne der Hrfindung isi jedcr Mikroorganismus zu vcrsichen. der cine crfindungsgemaBe 
Gcnsiniklur iriigi. die die verslarkie Bildung von Siihslanzcn in der Zelle bewirkt. l^ic Trans formal ion der Winszcllcn 
kann durch chcmischc Melhoden (TIanahan D. J. Mol. Biol. 166 (1983) 557-580), sowic auch durchHleklroporalion, 
Konjugalion odcr Transduklion crfolgcn. 
55 lis isi von ei I hall fur die Transformation Wirtszcllcn cinzusctxen, in denen cin odcr mehrerc Enzyme, die zusalzlich an 
der Synthese der Substanzcn beleiligl sind, dcrcguliert und/oder in ihrcr Akti vital crhoht sind. 

Mil der die jcweiligen Gene cnihalicndcn Gcnsiruktur wird cin, cine aromaiischc Aminosaure odcr cine anderc crfin- 
dungsgemaBe Substanz produzicrender Mikroorganismus-Stamm, insbesonderc lischerichia coli, transfonuicrt. lis isi 
von Vbnei! fur die Transformation mil den Gcnstrukiurcn Wirtszcilcn cinzuscizcn, in denen, sofcm anwesend, das PHP- 
fio abhiingige '/uckcniufnahnicsyslem in seiner Akti vital vcrminderl odcr ausgcschallcl isi . 

Insbesonderc werden iransformicrlc Zellen bercilgeslelll. die in der Lage sind, cine aromaiischc Aminosaure zu pro- 
duzieren. wobei die aromaiischc Aminosaure vorzugsweisc L-Phcnylalanin isi. 

Mil dem crfindungsgcniaBcn Vcrfahrcn und dem nach der Lchrc der Hrfindung iransformicrtcn Mikroorganismus kann 
cin breties Subsiraispcklrum fur die Produktion von Substanzcn cingesctxt werden. Im Rahmen dcrErfindung wird somit 
65 auch cin Vcrfahrcn zur mikrobicllcn Ilcrstcllung von SubsLanzcn bcreilgcsicllt in dem crfindungsgemaBe iransfonniene 
Zellen in denen cine Gcnstruklur vorlicgu die mindestens cine eincm der Gene zugcordnclc, rcgulalorischc Gcnscqucnz 
cnthalt. kultivicri werden und wobei die Induklion der Hnzymsynlhese in den Mikroorganismcn nach mindestens 2 Zell- 
tcilungen (Errcichcn der cxponcniiellcn Wachstumsphasc) erfolgt. Die Produktion der Mikroorganismcn kann somit un- 
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abhangigvon dcrcn WachsLurn gcsicigcrt werden. 

In cincr bcsonders bcvor/uglcn Ausfuhrungsfonn dcs erfmdungsgcmaBcn \fcrfahrens wcrdcn iransformicrtc Zcllcn 
cingcsclzi, die auBcr PEP auch andcrc Zentralstoffwechsel metabolite in crhohlcr Verfugbarkcil cnlhalten. Dazu zahlcn 
v.. B. a-Oxoglutarat odcrOxalacctal, die aus intrazcllularen Synthcscprozcsscn rcsulticren, odcr abcr durch ZufiiUcrung 
dcr cnlsprcchcnden S«hsian/cn, odcr ihrcr Vbrlaufer, wie z. B. Fumarat oder Malat als Melabolilcn des Zitronensaurczy- 5 
klus. den wachsenden Zcllcn zur Vcrfugung gcstcllt wcrdcn. 

Bci DSMZ sind unicr den Bcdingungcn des Budapester Vertrages die folgendcn Stamme hinterlegt: 

DSMZ 11208 Escherichia coli AT2471/pZY507glk i« 

DSMZ 11207 Escherichia, coli AT247l/pZY507glfglk 

DSMZ 11206 Escherichia coli AT2471GP704glf int PTS + 

15 

DSMZ 11205 Escherichia coli AT2471glfint PTS" 

Dcr vcrwendeie Winsorganismus AT2471 wurde von Taylor undTroiier (Bacicriol. Rev. 13 (1967) 332-53) bci der 
CXjSC unicr der Nunimer 45 10 hintcricgl und ist frci erhalllich. 

Im l-'olgcnden sollen die verwendeicn Malerialicn und Mclhodcn angegeben, sowie die Hrfindung durch experimen- 20 
lelle Bcispiele und Vergleiehsbeispiele unlcrbaul wcrdcn: 

Allgcmcinc Mclhodcn 

[in Rahmcn der genet ischen Arbeilcn wurden Sianimc von E. coli, sofcm nicht andcrwcilig crwahnt auf LB-Mcdium 2S 
beslchcud aus Difco Bacto Trypkm (10 g • l -1 ), Difeo-TIefeexLrakl (5 g ■ H) und NaCI (10 g • l~ ') kultivicrt In Abhan- 
gigkeil von den Resistcnzcigcnschaftcn dcr vcrwcndctcn Sianimc wurdc. sofcm notig, dem Medium Carbcntcillin 
(20 100 nig • H) und/odcr Chloramphenicol (17 34 mg ■ H) zugcsctzt Carbcnicillin wurdc dabci /.uvor in Wasscr und 
( Tiloramphenicol in lilhanol gelosl und dem bcreiis auloklavicrtcn Medium stcriirillricrt zugegeben. Zur Hcrstcllung von 
Agarplaticn wurde dem Ui-Mcdiuni Difco Baclo Agar (1 JS%) zugcsctzt ^ 30 

Plasmid-DNS aus Is. coli wurde miilels alkalischcr Lysc unicr Vcrwcndung eincs kommcrzicll crhalllichen Systems 
(Quiagcn. Ilildcn) isoliert Die Isolation von chromosom'alerDNS aus Ti. coli und Z. mobilis crfolglc nach Chen und Kuo 
( Nucl. Acid Res. 21(1 993) 2260). 

Die Vcrwciulung von Resiriklionseii/.ynien. DNS-Pulymerdse K Alkaliselie Phosphatase, RNase und T4 DNS-Ligase 
erfolgie nach den Instrukiionen der Produzenlcn (Bochringcr, Mannheim, D odcr I'romcga, Heidelberg, D). ZurRestrik- 
lionsanalyse wurden die DNS-l Vagnicnie in Agaroscgclcn (0.8%) aufgcircnnt und miltcls Uxlraklion unicr \fcrwcndung 
eines kommer/.iell erhiililichen Sysicnis (Jelsorb Gcnomcd. Bad Oeynhausen. D) aus Agarose isoliert 

l ur Soullwm Analysen wurde Chromosomale DNS (10 ug) mil Rcsiriktionscnzymcn vcrdaui. uber Gclcleklrophorcsc 
der GroBe nach geirennt und miilels vakuuinvcnniticllcr Diffusion (VacuGcnc System, Pharmacia, l ; rciburg, D) auf cine 
Nyloninembran iransferiert (Nylran 13. Schleicher und SchucIL Dasscl. D). lintsprechcndc DNS-Bruchstuckc wurden 40 
isoliert mil Digoxigenin-dWT markicri und als l*robc vcrwcndci. Markicrung.IIybridisicrung, Waschvorgangc, sowic 
die IX-ickiion wurden unicr Zuhilfenahnie eines koniiuerzicll crhaltlichcn Markicrungs- und Deteklionssyslcnis (Boch- 
ringcr. Mannheim, D) ausgefuhrt ( 

Zur Transformation der Zcllcn wurden dicsc fur 2.5-3 h in LB-Mcdium (5 ml-R6hrchcn) bci 37°C und 200 U • min" 
inkubiert. Bci cincr oplischcn Dichtc (620 run) von ca. 0,4 wurden die Zcllcn abzcnirifugicrl und in cincm Zehntel dcs 45 
Volumens in TSS (I.B- Medium mil 10% (w/v) PEG 8000, 5% (v/v) DMSO und 50 mM MgCI 2 ) aufgenommcn. Nach 
30-minuiiger Inkubaiion bci 4"C mil 0.1 bis 100 ng DNS und anschlicBcndcr Inkubalion bci 37°C fur 1 h wurden die 
Zcllcn auf I.B-Medium mil cntsprcchcndem Anlibiotikum ausplatticrt. 

Bcispicl 1 50 

Bercitung von pZY507glk und pZY507glfglk als Vbrbilder crfindungsgcniaBcr, plasmidbasicncr Gcnslnikuircn 

Plasmid pZY507 (Weisscret. al. 1995 J. Bacteriol 177: 3351-3345) wurde mil den Rcstriktionscn/ymcn BamTII und 
Hind III geolTnei und das groBcrc Pragmcni ( 10, 1 kB) wurde isoliert Die Gene glk und glf wurden, wie durch Wcisscr ci 55 
al. (J. Bacicriol. 177 (1995) 3351 3354) bcschricbcn ubcr PGR (Mullis K.B. ci at, Mcth. linzymol. 155 (1987) 335-50) 
erhalten und amplili/.ien. 1'iir die Amplilizierung dcs glk-Gcns wurde chrontosomalc DNS von Zymomonas mobilis vcr- 
wcndci. Dabci wurden durch die Wahl dcr Primer zusatzliche Schnittslcllen eingcfuhrl (Kpnl und TlindHI). Das glf-Gen 
wurdc unicr Vcrwcndung des Plasmids pZY6(X) (Wcisscr el. al. 1995 J. Bacicriol 177: 3351 3345) als Matrizc amplili- 
/.icrl. Oahci wurdc durch die Wahl dcr Primer cine BamTTl- und cincKpnl-Schniltslcllc eingcfiihrl. Unicr Vcrwcndung A) 
dicscr singularen Schnittslcllen wurden die Gene in vcrschicdencn Kombinalioncn in den \fckior pZY507 cingebracht 
Nach Transformation von li. coli und Klonicrung dcr Transfoniiandcn wurden die rckombinicricn Plasniidc pZY507glk, 
pZY5()7glf. pZY507glfglk erhalten. Dicsc Vektorcn fiihrcn /.u Chlorainphcnicol-Rcsislcn/, cnLhaltcn das lacI^-iac-Pro- 
molorsystem und ha ben cine niedrigc Kopicnzahl. 

Die Aufbcwahrung dcr erhaltcncn Transfonnandcn crfolglc auf LB-Mcdium in l J orm von Glyccrinkuliurcn (30%) bci 6> 
80"C. Bci Bcdarf wurden die Glyccrinkullurcn dirckl vor dem Ccbrauch aufgclaut 
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Bcispicl 2 

Bcslimmung der Enzymakti vital eincr Glucokinasc 

S Zur Bestimmung der Akli vital der Glucokinase wurdcn die Zellen von E. coU AT2471 sowie von der enlsprechcnden 
das Plasmid pZY507glfglk iragcndcn Mutanle AT2471/pZy507glfglk in mincralischem Medium kulriviert Dies bestand 
aus Natriumcitrat • 31UO (1,0 e • H), MgS0 4 ■ 7H,0 (0,3 g • l" r ), KH,P0 4 (3,0 g • H), K 2 HP0 4 (12,0 g • H), NaCl 0.1 
(g • H), (NH 4 ) 2 S0 4 (5~,0 g • l" r ), CaCI 2 • 2H 2 0 (15,0 mg ■ H), FeS0 4 - 7H 2 0 (0,75 g • H), und L-iyrosin (0,04 g • l" 1 )- 
Die Zugabc weitcrcr Mincralc ertblgtc uber cine Spurenelemcnllosung (1 ml ■ l" 1 ) zusammcngcseizt aus 

10 A1,(S0 4 ) 3 - l8fhO (2.0 e l 1 ), CoS0 4 -6H,O (0,7 g ■ H), CuS0 4 -5HnO (2,5 g - H), H3BO3 (03 mg • \~ ), 
MnCU ■ 4IT 2 0 (20,0 g • l" 1 ) N^MoQj • 2II 2 0 (3,0 g - H), NiS0 4 - 3II 2 0 (2,0 g • 1 ) und ZnS0 4 • 7II 2 0 (15,0 g • H). 
Vitamin bT(5,0 nig ■ H) wurde in Wasscr gcldst und dem Medium nach dem Autoklavieren sterilfiltriert zugcgeben, 
ebcnso wic bet Bcdarf ('arhcnicillinbzw. Carbenicillin und Chloramphenicol. Glucose (30 g * I" 1 ) wurde separat aulokla- 
viert und dem Medium cbcnfalls nach dem Auloklavicren zugefugL 

15 Fur die Expcrimcntc wurdcn Schiiilclkolben (1000 ml mit 100 ml mincralischem Medium) mil 2 ml Glycerinkultur 
angcimpfi und bci 37°C und 150 U • min"' fur 72 h auf einem KrcisschuUler inkubien. Die Induktion der Zellen durch 
Zugabc von 1 5- 1 00 111M IK1XJ crfolgtc nach ciwa 7 Tcilungen nach Erreichen einer opuschen Dichte (620 nm) von 1 . 
Zur Konirollc der Induktion der Zellen wurdcn parallcle Vcrsuchsansatze durchgefQhrt, von denen ein Ansatz durch Zug- 
abc von IFIXJ (20 uM) indu/Jcrt wurde. Dirckl vor der Zugabc des Indukiors in die enisprechendenden Kolben, sowie 1 

20 und 3 h nach dem Zcilpunki der Induktion wurdcn aus alien Ansalzen 20 ml Kulturbruhc entnommen und die Zellen bei 
4°C fur 10 min bci 6(XX> g scdiincnlicrt. 

Die gcerntclcn Zellen wurdcn in 100 mM Tris/HCl -Puffer (pH 8,0) mil 1 2 mM ATP und 1 1,2 mM MgCl 2 gewaschen. 
Die Zellen des Sediments wurdcn mittels Uitraschall (Branson Sonifier 250 mil Microtip) in einem Beschallungszyklus 
von 25% und mit eincr Iniensiiai von 40 Watt fiir4 min pro ml Zetlsuspcnsion aufgeschlosscn. Nach Zentriftjgauon fur 

25 30 min bci 1 8 (XX) g und 4*'C wurde der Ubcrstand (Rohcxtrakt) fiir die Mcssung der Akli vital der Glucokinase verwen- 
dci. 

Die Bcslimmung der Akiiviiiii der Glucokinase im Rohcxtrakt crfolgtc nach der von Docile ci al. (Eur. J. Appl. Micro- 
biol. 14 (1982) 241-246) bcschricbcncn Mclhodc. Der Umsalz von 1 umol NADH pro min wurde als 1 U dcfinicrt. 

Die Besummung der Prolcinkonzcntraiion im Rohexlrakl crfolgtc nach Bradford M.M. (Anal. Biochcm. 72 (1976) 
30 248 254) unicr Verwendung cines kommcrzicll crhaltlichen Farbrcagcnzcs. Als Standard wurde Rindcrscrumalbumin 
vcrwcndcl. 

Tabcllc 2 zcigi die Ergcbnissc der linzymmcssungcn bei der Verwendung des WinssLammes E. coli 2471, sowie des- 
scn Mulanie E. coli 247 l/pZY507glkglf. Zum Zcilpunki der Induktion wurde fur beidc Stammc cine Glucokinascakti vi- 
tal uni 23 111U * (ing Prolein)- 1 delektierl. Wahreml sich diesc Akli vital nach drei weiteren Stuiiden der Kultivierung fur 
:is den Wirussiaiiim auf Icdiglich 36 111U • (mg Protein)" 1 steigcrtc, konnic fur den das Plasmid pZY507glfglk tragenden 
Stainni cine Erhohung der Glucokinascaklivilal auf 112 mU • (mg Protein)- 1 fcstgestclll werden. Durch Induktion der 
mil der crfindungscemaBcn Gcnstruktur iransformicricn Zellen konnic die Aktivitai der Glucokinasc wcilcr auf 657 
mU • (nig Protein)"" crhoht werden, was im Vcrglcich zum nichl induzicrtcn Wirtssiamm eincr Slcigcrung urn den Faklor 
18,3 cntsprach. 

40 

Bcispiel 3 

Produklion von Subslanzen unlcr Verwendung von Sliimmcn, die cine crhdhlc Glucokinascakti vi tat aufzeigen, bzw. in 
denen zusat/Jich zurerhohten Akli vital der Glucokinase auch ein PEP-unabhangiges Zuckeraufnahmesystem exprimierl 
45 isl 

Der Wirtssiamm Escherichia coli AT2471, sowie dessen cines der Plasmidc pZY507glk odcr pZYglfglk iragcndcn 
Transforniandcn wurdcn in jeweils parallclcn Ansalzen unlcr den in Bcispicl 2 bcschricbcncn Slandardbedingungen fur 
72 h kuldvien. Nach 24 und 48 h wurde der pTT-Wcn der Kullurcn gemcssen und bci Bcdarf durch Zugabc von KOTI 

50 (45%) auf den Slanweri von 7.2 zuruckgebracht. Dcswcilcren wurdcn nach 24, 48und 72 h Proben zur Bcslimmung der 
optischen Dichie, sowie der Glucose- und der L-Phcnylalaninkonzcnlralion genommcn. Die Phcnylalaninkonzcntration 
wnrde miltcls ITochdmckniissigketischiwnatographic (TTFLt:, Hcwlcll Packard, Miinchcn, D) in \fcrbindung mil Fluo- 
rcszcn/xlelcklion (Exlinklion 335 nm. Emission 570 nm) crmiltcli. Als feslc Phase wurde cine Nucleosil- 
120-8-C18-Saule (250 4,6 mm) verwendet; die Hlulion crfolgtc unlcr Verwendung eincs Gradicnten (Eluenl A: 90% 50 

55 mM Phosphorsaurc, 10% Methanol, pTT 2.5; Fluent B: 20% 50 mM Phosphorsaurc, 80% Methanol, pH 2,5; Gradient: 
0 8 min 100% A, 8 13 min 0% A, 13-19 min 100% A). Die Elutionsgcschwindigkcil wurde auf 1,0 ml • min" festge- 
seizi: die Saulentcmpcraiur auf 40"C Die Nachsaulendcrivatisicrung crfolgic unicr Verwendung von o-Phlaidialdchyd in 
einer Reaklionskapi flare (14 in - 0.35 mm) bei Raumlcmpcralur. Fiir L-Phcnylalanin wurde unlcr den bcschricbcncn Bc- 
dingungen cine Rctcniionszeit von 6,7 min enni licit. 

fio Durch die Mcssung der (Hueosekonzenlralion millels cnzymaiischer Teslslrcifcn (Diabur. Bochringcr Mannheim. D) 
und, abhiingig von den Rcsullalen, Nachdosiercn von 2 ml eincr konzcntricrlcn Glucoselosung (5<X) g - !" ) wurde sichcr- 
gcsiclli, daB kcinc Glucoselimitierung in den Vcrsuchsansalzcn auflrai. Nach eincr Inkubationszcil von 48 h wurde im 
Vcrglcich zu cincm (Phenylalanin)-Indcxwcrt von 1(X) fiir den nicht induzicrtcn Wirtstamm E. coli 2471, durch Inkuba- 
tion des Wirtsslammcs ein Mienyialaninwcri von 1 1 9 crmoglichl. Durch das allcinige Erhdhen der Akti vital der Gluco- 

65 kinase durch Induktion des iransformicrtcn Stammcs E. coli AT2471/pZY507glk wurdecin Indcxwcn von 141 crmog- 
lichl. Das Einbringcn des Plasiiiides pZY507glfglk in den Wirtstamm erlaublc stalt dessen sogar ohnc Induktion cine Er- 
htihung derPhenylalaninprodukiion auf cincn Wcrl von 149, der durch Indukiion der Zellen noch wcilcr auf 171 gestci- 
gen werden konnic. Dies cntsprach eincr Erhohung von 44% im Vferglcich zum induzicrtcn Winslarnm. 
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Dieses Ergcbnis zcigldcn erfindungsgcmaBen, die Synthcse aromatischer Vfcrbindungcn erhohendcn, posiiivcn Effckt, 
der Erhohung dcr Aktivitat cincr Glucokinasc in cnisprcchcnden Microorganismcn. Dcsweitercn wird auch die sich po- 
sitive auf die Herslcllung dicscr Substanzen auswirkende zusatzlichc Erhohung dcr Aktivitat eincr Glucokinase in Slam- 
mcn mil bcrcils erhohter Anwesenheit eines Facilitalorproteins bzw. zusalzlichcn Erhohung der Anwescnheit cincs Fas- 
cililaiorprolcins in Siamrnen mil herciis erhohter Glucokinaseaktivilat demonslriert. 5 

Bcispiel 4 

Produklion von Substanzen unler Vcrwcndung von PrS~-Mutanten in dencn zusalzlich zur erhohtcn Glucokinaseaktivi- 
lat ein PEP-unabhangiges Zuckertransponsysiem exprimien ist to 

Zur Integration des glf-Gcns in Gene, die fiir Komponcntcn des PTS-Systcms von R coli kodieren, wurde das Plasmid 
pFrS 1 (siehc Ta belle 1 ) mil HglTT vcrriaul und mil Klenow-Fragmcnl bchandelt. Die singularc Schnittslcllc liegl im plsT- 
Gcn. Das glf-Gen wurde als BamlTI-KpnI-Fragmcnt aus dem Plasmid pZY507glfglk isolicrt und cbcnfalls ink Klcnow- 
Fragmcni bchandelt. Durch bluni-cnd-T Jgation wurden Klonc crhalten, die das glf in gleicher Oricnlicrung wie die Gene 1 5 
pUiTTT tragen. Aus dem rcsulticrcndcn Plasmid pPTSg If konntc cin 4,6 kb Pstl-Fragmcnl crhaltcn werden, welches den 
3-Bcrcich des puslI-Gcns sowic ptsl mil intcgricrtem glf und err tragi. Dieses Fragment wurde in die ECoRV-Schnitl- 
sicllc des Vckiors pGP704 ligicn. Da dicscr Vektor nur in Apir-Stiimmcn rcplizicrt werden kann, haben Transformandcn. 
die dicscn Phagen nich! tragen, den Vektor ins Chromosom inlcgrierl, wenn sic auf Carbcnicillin wachsen konncn (Miller 
V.L. el al„ J. Bacicriol. 170 (1988) 2575-83). Die Integration wurde mittels Southern Blot Analyse iibcrpruft. Die erhal- 20 
tenen Trans for manden enlhiellcn neben dem glf-Gcn auch die vollstandigcn PTS-Gcnc. 

Bci cineni zwciten honiologcn crossover kann der VckLoranicil herausrekombinieren, was /.urn Vfcrlusl dcrCarbcnicil- 
lin-Rcsisicnz fuhrt. Da in dicscin Fa lie die pls-Gcnc durch die Insertion des glf-Gcns unlerbrochcn vorlicgcn, wird das 
F1*S in dicscn Muiantcn nicht I'unktioncll cxpriinicrL Die gcwiinschlen PTS -Mulanicn wurden wic folgt selcktionicrl: 
Nach inehnnaligcm Ubcrimpfcn der noch FrS*-Transfonnandcn auf LB-Mcdium ohnc Anlibiotika wurden Aliquols der 25 
7,cl I suspension auf LB-Plalien mil 100 ug • H Phosplioniycin ausplatlierl. PTS~-Mulanlcn konncn auf dicscn Platten 
wachsen. Wachscndc Klonc wurden auf LB-Plallcn mil cnlwcdcr Phosphoniycin odcr mit 20 ug - I" 1 Carbcnicillin aus- 
gesuichen. Von Kloncn, die crncuics Wachsium auf den Phosphomycin-Plallcn, nichi abcr auf den Carbcnicillin Platlcn 
zcigicn, wurde chromosonialc DNS isolicrl. Die Integration des gtf-Gcns in die Gene, die fur das PTS-Syslem kodiercn. 
wurde durch Southern- Analyse beslaligl. Entsprcchcndc Mutanicn wurden als phanoiypisch PTS-dcfizicnl idcniifizicrt. :*o 
liin Klon wurde als Wirtsorganismus 1«. coli AT2471glfintFrS"ausgcwahli und fur die Transfonnaiionen (s. oben) mil 
Plasmid pZY507glk cingcscizi. Den fur Bcispiel 2 und 3 bcschricbcnen cxpcrimcnicllcn Bcdingungcn folgcnd, wurden 
die PTS-ncgalivc Mutanlc E. coli AT2471glfinlPTS-/pZY507glk, sowic dcr korrcspondicrende Wirlsstamm 
A*r2471glliiiuPTs - in jc zwei Parallclansatzen kulliviert und die Zcllcn jc cincs Ansatzes nach ca. 7 Tcilungcn induzicn. 

Durch die Induktion rcduzicrlc sich die Synthcsclcistung des WirLstamnics, ausgchend von cincm Index wen von 100 35 
im Falle nichl vorhandener Induktion. auf cincn Wert von 56. Im Vcrglcich da/.u konnlc in Kuliuren des trans formiericn 
Stammes A'[*2471glhnlFrS _ /pZY507glk bcreius ohnc Induktion cin Phcnylalanin-Indcxwcrl von 151 crreicht werden, 
dcr dann durch Induktion auf 174 crhoht werden konntc. 

Dieses Ergcbnis zcigt. daB die allcinigc Erhohung der Glucokinaseaktivilat fur die Synthcse von Phcnylalanin auch in 
jenen Mikroorganismcn posiliv wirkt, die sich durch cin in seiner Aktivitat vcrmindcrtes odcr ganzlich ausgcschallctcs 40 
PTS-Sysiem auszeichncn und in denen gleichzcitig cin PEP-unabhangiges Zuckerdufnahmesysictn integricn isl. 
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Tabcllc 1 



St amine unci 
Plasmide 


Genotyp / 
Charakteristika 


Quelle oder Referenz 


E. coli 
AT2471 


tyrA4 , relAl , spoTl , 
thi-1 


Taylor und Trotter, 
Bacteriol. Rev. 13 
(1967) 332-53 


E. coli SY327 


araD, A (lac -pro) , 
Rif , . recA56 , pir- 
Funktion des Phagen X 


Miller et al . , J. 

CdCLcriOi , J. / u 

(1988) 2575-83 


E. coli CC118 


A(ara-leu), araD, 
AlacX74, gralE, gralK, 
phoA20, thi-1, rpsE, 
rpoB , argrE (Am) , recAl , 
Xpir lysogen 


Manoil et al . , Proc. 
Natl. Acad.Sci USA 
82 (1985) 8129-33 


pZY507 


Cm 1 


Weisser et al . , J. 
Bacteriol 177 (1995) 
3351-4 


pZY507glfglk 


glf- und glJc-Gene aus 
Z. mobilis in pZY507 


Weisser et al . , J. 
Bacteriol 177 (1995) 
3351-4 


pZY557 


pZY507, multiple 
Klonierstelle von 
pUCBM20Cm r 


Sprenger, 
unverof fentlicht 


pACYC184 


Cm*, Tet~ 


Chang und Cohen, J. 
Bacteriol. 134 
(1978) 1141-1156 


pDIA3206 


Ap A , 11,5 kb Insert aus 
E, coli K-12 Chrotnosom 
inklusive ptsHI - err 
Gene 


DeReuse et al., J. 
Bacteriol. 170 
(1988) 3827-37 


pPTSl 


pACYC184 mit 4 kb-Clal- 
Fragment, welches die 
Gene ptsHI , err aus 
pDIA3206 enthalt; Cm r 


Jahreis, Universitat 

Osnabruck, 

unverof f ent lichc 


pGP7 04 


Amp* 


Miller et al., J. 
Bacteriol, 170 
(1988) 2575-83 
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Tabcllc 2 



Mikr oorgani emus 


Zeit nach 


Glucokinaseaktivitett / 




Induktion / 


mU- <mg Protein) " x 




v. 


oiine 


mxt 










r\ ^* ^ l«i m s ^1^^ 1 ^ 

jSiScn.&jrxczxxsi con 


rt 


21 




AT2471 










1 

3 


36 




Escherichia coll 


0 


23 


25 


AT247l/pZY507glfglk 










1 


63 


202 




3 


112 


657 



Patcntanspruchc 

1 . Vcrfahrcn zur mikrobicllcn ITcrslcUung von Substanzcn, bci dcm die Aktivilat cincr Zuckcr-phosphorylicrcndcn 30 
Kinase in cine in dicsc Substanzcn produzicrenden Mikroorganismus crhohl wird. 

2. Vcrfahrcn nach Anspruch 1, dadurch gekcnnzcichncu daB Substanzcn hergcstellt werden an dcrcn Synthcsc 
Phosphoenolpyruval (PFP) bcieiligt isi. 

3. Vcrfahrcn nach Anspruch 1 ixlcr 2, dadurch gekennzeieltueU daB die Kinase cine Hexosen-phosphorylierende 
Kinase isi. 35 

4. Vcrfahrcn nach Anspruch 3. dadurch gekcnnzcichncu daB die Kinase in dcm Mikroorganismus aus Zymomonas 
mohilis si an mil. 

5. Vcrfahrcn nach Anspruch 4, dadurch gekcnnzcichncu daB die Kinase Glucokinasc (Oik) aus Zymomonas mobi- 
lis isi. 

6. Vcrfahrcn nach cincrn dcr Anspriichc 1 bis 5, dadurch gekcnnzcichncu daB zusiitzlich die Aktivitalcincs Trans- 40 
ponproicins zur PBP-unabhangigcn Aufnahmc eincs von dcr Kinase zu phosphorylicrcnden Zuckcrs crhohl wird. 

7. Vcrfahrcn nach Anspruch 6, dadurch gekcnnzcichncu daB die Aktivilat eincs Transportproleins zur PEP-unab- 
hiingigen Aufnahmc eincs bcircfTundcn Zuckcrs in cineni Substanzcn produzicrenden Mikroorganismus, dcr zur 
Aufnahmc cines Zuckcrs millcis eincs PliP-abhangigen Aufnahmesyslems bcfahigl isi, erhohl wird. 

8. Vcrfahrcn nach cincm dcr Anspriichc 6 odcr 7, dadurch gekcnnzcichncu daB das Transportprotein cin Facilitator 45 
ist. 

9. Vcrfahrcn nach Anspruch 8, dadurch gekcnnzcichncu daB dcr Facilitator das Glucoscfaciliiaior-Prolein (Glf) aus 
Zymomonas mohilis ist. 

1(). Vcrfahrcn nach cineni dcr Anspriichc 1 bis 9, dadurch gekcnnzcichncu daB zusalzlich die Aklivilal cincr Trans- 
aldolasc und/oder cincr Transketolasc crhohl wird. . 50 

11. Vcrfahrcn nach Anspruch 10, dadurch gekcnnzcichncu daB die Aktiviliil cincr Transaldolasc und/odcr cincr 
TranskelolHse aus 1 Escherichia coli crhohl wird. 

12. Vcrfahrcn nach Anspruch 10 odcr 11. dadurch gekcnnzcichncu daB die Aktivilat dcr Transaldolasc B (TalB) 
und/odcr dcr Trans kclolasc A (TkLA) aus Escherichia coli erhoht wird. 

13. Vcrfahrcn nach cincm dcr cincm dcr Anspriichc 1 bis 12. dadurch gekcnnzcichncu daB die Aklivilal des PEP- 55 
ahhangigen Zuckcraufnahmesyslcms, sofcm anwesend, dcm natiirlichcn Niveau gegeniiber vcrmindcrt isU 

14. Vcrfahrcn nach cincm dcr Anspriichc 1 bis 13, dadurch gekcnnzcichncu daB die Aklivilal mindcsiens cincr dcr 
folgendcn Koniponcnicn Zuckcr-phosphorylicrcndc Kinase, Transportprotein, Transaldolasc, Transkclolasc, gcslci- 
gert wird 

a) durch Finfuhrung derGcne ftl 

b) und/odcr durch lirhohcn dcr CJcnkopicnzahl 

c) und/cxlcr durch lirhohcn dcr Gcncxprcssion 

d) und/odcr durch lirhohung dcr endogenen Aktivilat dcr genannten Enzyme 
c) und/odcr durch Strukturandcrung an den linzyincn 

0 und/oder durch Vcrwcndung von dcrcgulicncn Enzymcn 6> 
g) und/odcr durch Hinfuhrcn von Gcncn, die fur dcrcgulicric Enzyme kodicrcn. 

15. Vcrfahrcn nach Anspruch 14, dadurch gekcnnzcichncu daB die Slcigcrung dcr Akti vital dadurch crrcicht wird, 
daB cine Iniegralion des Gens odcr dcr Gene in cine Gcnsiruklur odcr in mehncrc Gcnsirukturcn crfolgU wobei das 
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Gen odcr die Gene als einzclncKopic odcr in erhohlcr Kopicnzahl in die Genstruklur cingcbrachl wird. 

16. Vcrfahrcn nach einent der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekcnnzeichncl, daB ein Mikroorganismus eingcscizt 
wird, in dem cin odcr mchrcre Enzyme, die zusatzlich an der Synihcsc der Subslanzcn bcleiligi sind, dercguHcrl 
und/odcr in ihrcr A ku vital erhohl sind. 

17. VerTahren nach Anspruch 16, dadurch gckennzeichncl, daB die hergestellte Substanz eine aroraalischc Amino- 
saure isi. 

18. Vcrfahrcn nach Anspruch 17, dadurch gekcnnzeichncl, daB die aromatische Aminosaure L-Phenylalanin isu 

19. Vcrfahrcn nach cincm der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB der cingesclzic Mikroorganismus 
der Gaitung Escherichia, Serratia, Bacillus, Coryncbacterium odcr Brevi bacterium zugeordnet ist. 

20. Vcrfahrcn nach Anspruch 19, dadurch gckennzcichncL daB der Mikroorganismus Escherichia coli isi. 

21. Gcnslruktur enlhaltend in rckombinanter Form ein Gen kodierend fur eine Zucker-phosphoryliercndc Kinase 
und cin Gen fur cin Transportprolcin zur PEP-unabhangigen Aufnahmc einesZuckcrs, mil der Ausnahmc von der 
Kombi nation der Gene fur die Kinase glk und fur das Transportprolcin glf aus Zymomonas mobilis. 

22. Gcnslruktur cnthaltcnd in rekombinanler Form 

a) ein Gen kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende Kinase oder Gene kodierend fur cine Zucker-phos- 
phoryliercndc Kinase und fur ein TVansportprotcin zur PEP-unabhangigen Aufnahmc eines betrcffenden Zuk- 
kcrs, und 

b) mindestens cin Gen kodierend filr cine Transaldolase odcr fiir cine Transkeiolasc. 

23. Gcnslruktur nach Anspruch 21 odcr 22, dadurch gekcnnzeichncl, daB das Gen fur die Zucker-phosphorylic- 
rende Kinase cine Ilcxoscn-phosphoryiicrcndc Kinase kodicrl und das Gen fur das Transportprolcin cincn Facilita- 
tor kodiert. 

24. Gcnslruktur nach cincm der Anspriiche 21, bzw. 22 odcr 23, dadurch gckennzeichncl, daB die Gene fur die Ki- 
nase und fur das Transportprolcin aus Zymomonas mobilis stammen, und daB die Gene fur die Transaldolase und 
fiir die Trans kciolasc aus Escherichia coli siammcn. 

25. Gcnslruktur nach cincm der Anspriiche 22 bis 24, dadurch gekcnnzeichncl, daB das Gen fiir die Kinase glk und 
das Gen fiir das Transporiprotein glf aus Zymomonas mobilis ist, und das Gen fur die Transaldolase talB und das 
Gcnfiir die Transkclolasc tklA aus Escherichia coli ist. 

26. Genstruklur nach cincm der Anspriiche 22 bis 25, dadurch gekcnnzeichncl, daB das glf-Gen in nicdrigcr Gcn- 
kopienzahl in die Gcnslruktur cingcfuhrl wird. 

27. Gcnslruktur nach cincm der Anspriiche 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Genstruklur mindestens 
cine, cincm der Gene zugeordnclc, rcgulatorischc Gcnscqucnz cnlhalt. 

28. Gcnslrukt ur nach cincm der Anspriiche 21 bis 27, dadurch gckennzcichnel, daB mindestens eines der Gene in 
dor Gcnslruktur so cingebaul ist, daB cs unicr Konirollc cincs induzicrbarcn Promolors stchl. 

29. Gcnslruktur nach Anspruch 22 bis 28, dadurch gckennzeichncl, daB mindesletis zwei der Gene unlcr Koiilrolle 
von zwei gcgcnlaufigen Promotorcn stehen. 

30. Transformicrtc Zcllc, cnlbaltcnd in rcplizicrbarer Form mindestens eine Gcnslruktur nach den Anspriichcn 21 
bis 29. 

31 . Transformicrtc Zcllc nach Anspruch 30, dadurch gekcnnzeichncl, daB ein odcr mchrcre Enzyme, die zusatzlich 
an der Synihcsc dcrSubsianzcn bctciligl sind, dcrcguliert und/odcr in ihrcr Akli vital erhohl sind. 

32. Transformicrtc Zcllc nach Anspruch 30 odcr 31, dadurch gckennzeichncl, daB die Zcllc cine Escherichia coli- 
Zelle isi. 

33. Transfomiierte Zcllc nach cincm der Anspriiche 30 bis 32, dadurch gekcnnzeichncl, daB das PEP-abhangigc 
Zuckcniufnahiiicsysleni, sofcrn anwesend, in seiner Akliviliit dern natur lichen Niveau gegenuber vennindert odcr 
ausgcschallcl isi. 

34. Transformicrlc Zcllc nach cincm der Anspriiche 30 bis 33, dadurch gckennzeichncl, daB sic in der Lagc isu cine 
aromatische Aminosaure zu produziercn. 

35. Transfomiierte Zcllc nach Anspruch 34, dadurch gckennzeichncl, daB die aromatische Aminosaure L-Phcnyl- 
alanin ist. 

36. Vcrfahrcn nach cincm der Anspriiche 1 bis 20. dadurch gekcnnzeichncl, daB iransfonitiertc Zcllcn nach cincm 
der Anspriiche 30 bis 35, in denen eine Genstruklur nach Anspruch 28 odcr 29 vorlicgL kullivicrl werden und wobei 
die Induklion friihcslcns nach zwei Zclllcilungcn crfolgl. 

37. Vcrfahrcn n«ch Anspnich 36, dadiirchgekcnnzcichnel. daB die iransfonnicrle Zcllc auBer PEP auch andcrc Zcn- 
irdlstolVwechsclmctabolitc in erhohlcr Vcrfugbarkcil cnlhalt. 
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